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実験動物およびその感作と皮膚反応 モルモットの後肢筋肉内に Mycobacterium Phlei の加熱死
菌の流動パラフイン浮遊液を湖すして感作し，感作成立後 6 週から 20週のモルモットについて，後述
する， PPD-Phlei 0.2μg を皮肉注射して48時間後に 10mmXIOmm以上の反応を示すモルモットを実験
に使用した。抗原液は，そのO.l~ を側腹部に皮肉注射し，注射後24時間と 48時間における硬結の縦横
径を測定した。
精製ツベルタリン (PPD-Phlei )の調製皮膚反応活性の比較に用いたPPD- Phlei は Seibert ら
。。
がヒト型菌について行った方法に準 t ， M. phlei の Saulon 培地に培養した加熱滅菌培養鴻液から硫安
分画によって調製した。
蛋白質の測定 抗原として使用した蛋白量は，牛血清アルブミンを標準として Lowry らの方法で測
定した値で表わした。
Disc 電気泳動蛋白質精製の指標として， Davis の方法による Polyacrylamide gel の Disc 電気泳
動でのバンドのパターンを利用した。
SDS-Polyacrylamide gel 電気泳動 Sodium lauryl sulfate (SDS) を含む Polyacrylamide gel 
電気泳動を Weber & Osborn の方法に従って行い，抗原蛋白質の単一性を確認すると共に，標準品
の移動度と，抗原蛋白質の移動度の相対値から subunit を含む最小分子量を推定した。
0uchterlony による精製蛋白質の純度検定 抗原蛋白質の単一性の検定の手段として， Ouchter lony 
による免疫学的方法を用いた。
N末端アミノ酸の確認精製蛋白質のN末端アミノ酸を Gray の方法で dansyl 化し， Woods & W 
Wang の方法により， Polyamide thin layer sheet を用いる二次元 Thin layer chromatography 
によって分析した。
抗原蛋白質の精製と純度 M. Phlei をグリセリン肉汁培地で 6 日間静置培養した後集菌し，菌体を
磨砕し，蒸留水で抽出，除核酸後，硫安濃度65%飽和から90%飽和で沈澱する蛋白分画を集め， DEA 
E-Sephadex A-50, Sephadex G-75 または Sephadex G-100 による chromatography を組み合せ，
Disc 電気泳動的にほとんど単一になるまで精製を進め結晶硫安添加法で結晶化し，更に再結晶を繰り
返した結果， A.B.C.D. と名付けた 4 種の蛋白質を結晶状に得た。乳酸酸素添加酵素(LO) は武森ら
の方法で結晶化し， 5 回再結晶して使用した。
これら 5 種類の結晶蛋白質について， A と B とは再結晶を繰り返したが純度の点については， Disc 
電気泳動と Ouchter lony 法でわずかに問題が残るが， LO を含めて， C も D も充分に精製された単ー
な蛋白質であると考えられる。
結晶蛋白質の皮膚反応抗原性 皮膚反応抗原としての強さを，直径1伽1mの硬結を起すに要する蛋白
量(刈/ O.lmi) で比較すると， PPD-Phlei は 0.1 以下で充分であるのに， LO;O .4, D;5.5, B;30, A;40 
となり， C に至っては100刈 /0.1 me の注射によってもなお反応はみとめられない。非感作モルモット
に対してはいずれの蛋白質も全く反応を示さなかった。この皮膚反応はPPD- Phlei を注射した場合
と同じ時間経過をたどり，組織学的にも mononuclear cell を主とした遅延型アレルギーに特有な反
応が見られた。
〔総括〕
Mycobacteria 菌体の粗抽出液の高飽和硫安分画から， DEAE-Sephadex A-50, Sephadex G-75 













すなわち， Mycobacterium Phlei 菌体より高度に精製し，結晶状に得た蛋白質を皮膚反応抗原と
して使用した時，乳酸酸素添加酵素のように皮膚反応抗原としての活性をもつものがある一方，極端
に活性の弱い蛋白質があることを見出した。このツベルクリン型アレルギーの皮膚反応抗原としての
活性の強さは，それら蛋白質構造の差によることを示唆し，この問題を解明する上での重要な情報を
提供した点，注目に値する成績である。
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